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論文内容要旨
 一般に細胞での,細胞外からの刺激に対する反応は様々であるが,その刺激応答連関に於ける
 細胞内の初期の情報伝達機構は比較的共通している。最近Fura-2に代表される細胞内カルシウ
 ムイオンの蛍光指示薬が開発され,細胞内カルシウム濃度の経時変化を容易に測定できるように
 なった。その結果,神経細胞や筋細胞以外に肥満細胞や好塩基球性白血球細胞,マクロファージ
 のような炎症細胞を含む多くの非脱分極性細胞でも,その細胞膜上の受容体を刺激すると直後に
 細胞内カルシウムの一過性の上昇が観察され,カルシウムイオンの細胞内情報伝達物質としての
 役割が注目されてきた。
 私はこういつた刺激応答連関に於ける細胞内情報伝達機構を,細胞内遊離カルシウムとその反
 応物質を測定することにより解析してきた。まずFura-2を用いた細胞内カルシウム濃度の蛍光
 的測定法を確立し,これを発展させて薬物の添加や細胞外液の組成を容易に交換できるように,
 蛍光光度計内のキュベットの内部を灌流しながら細胞内カルシウム濃度を測定できる系を確立し
 てきた。
 この系を用いて,ラット好塩基球性白血病細胞において,その細胞膜上に存在するIgE受容体
 が,抗原あるいはIgEオリゴマーにより凝集してヒスタミンの遊離が起こる時の反応や,血小板
 活性化因子によりマクロファージから細胞障害性の活性酸素が遊離されるときの反応を解析した。
 特に後者の反応系では,この目的のために,活性酸素の新しい測定系を開発した。
 【方法】
 マウス腹腔内にパラフィンを注射し遊走してきたマクロファージを採取し,3日間初代培養し
 て実験に用いた。
 アセトキシメチルFura-2体を細胞外液に混ぜ,30分培養すると細胞内に取り込まれ,細胞内
 のエステラーゼによりFura-2を生じる。このようにしてFura-2を負荷したカバーグラス上のマ
 クロファージを蛍光光度計内のキュベット内に保持して密封系とし,蛍光の経時変化を測定した。
 測定値をマイクロコンピュータに転送した後,カルシウム濃度に換算した。
 さらにキュベット内部の細胞外液を灌流し,灌流液中の過酸化水素を,HPPA(3一(p-
 hydroxypheny1)propionicacid)とパーオキシダーゼを組み合わせた蛍光法により測定した。
 HPPAはパーオキシダーゼ存在下で過酸化水素により酸化されると,アルカリ条件下で励起波
 長340nmで,505nmで最大となる蛍光を発する。酸素を固定化する技術とこの蛍光法を組み合
 わせて,容易で高感度の新しい過酸化水素の測定系を開発した。
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 【結論翌
 PAF100nMを加えて刺激すると,約1分以内に細胞カルシウム濃度は平均300nM程度まで上
 昇し,その後約10分以内には静止状態の値まで戻った。100nMまで濃度依存的であった。細胞
 外にカルシウムが存在しない状態で細胞を刺激すると15秒以内にスパイク状の細胞内カルシウ
 ム濃度の上昇が観察された。
 灌流液中の過酸化水素を測定するため今回新たに開発された測定系では,過酸化水素1pmo1
 より検出可能で,1pmolより20pmo1の間で,その標準曲線は直線となった。この測定系によ
 りカバーグラス上のマクロファージより遊離される過酸化水素を継時的に測定した結果,PAF
 刺激後速やかに過酸化水素の遊離がみられ,5分まで直線的に上昇して最大に達した。細胞外液
 中にカルシウムを含まない状態で同様に刺激しても過酸化水素の遊離はみられなかった。
 【考察と結論】
 マクロファージにおいて,PAFによる刺激応答連関を詳細に検討するため,過酸化水素の新
 たな測定系を確立し,これを用いてPAF刺激後に細胞外液中に遊離されてくる過酸化水素を細
 胞内カルシウム濃度とともに継時的に測定した。刺激直後の急激に上昇しかっ急激に減少する相
 と,これに続いて起こるゆっくりと上昇し比較的長い間持続する相の2相からなることが示され
 た。新しい測定系は,感度,再現性共に充分であり,従来の方法に比べより簡便であった。その
 結果PAF刺激後に起こる代表的な応答の一つである活性酸素の遊離には,細胞外からのカルシ
 ウムの流入が必要であることが示された。
 同じ細胞内カルシウム測定系を用いて,好塩基球細胞からのヒスタミン遊離を解析した。この
 場合でも同様に細胞外液のカルシウムに依存してヒスタミンの遊離が起こることを示した。さら
 にヒスタミン遊離後に起こるヒスタミン合成酵素の誘導には,この細胞内カルシウム濃度の上昇
 によって引き起こされるプロテインキナーゼCの活性化が必要であることが示された。
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 審査結果の要旨
 細胞の刺激から応答に至る細胞内情報伝達機構の解明は,薬物の作用機構を理解するために是
 非とも必要である。佐々木雅幸君は,2っの培養細胞系を用いて,特に細胞内遊離カルシウム濃
 度に注目してこれを検討した。即ち,ラット好塩基球性白血病細胞の細胞膜に存在するIgE受容
 体を抗原,あるいはIgEオリゴマーで刺激し,凝集させたときにみられるヒスタミン遊離,およ
 びマクロファージを血小板活性化因子(PAF)で刺激したときの細胞障害性活性酸素の遊離を
 例として取り上げた。細胞内情報伝達系としての細胞内遊離カルシウム濃度([Ca2+]i)を,蛍
 光指示薬fura-2を用いて測定した。特に,薬物の添加,細胞外液の交換を容易ならしめるため
 に,蛍光光度計内のキュベットでカバーグラスに単層培養した細胞を表面灌流しながらオンライ
 ンで[Ca2+]iを測定できる系を確立した。同時に灌流液中のヒスタミン,あるいは活性酸素の
 一つである過酸化水素を定量した。
 マウス腹腔マクロファージの[Ca2+]iは非刺激時においては100nMであるが,PAF刺激に
 より[Ca2+]iは1分以内に300nMまで上昇し,その後,緩やかに減少し,10分で刺激前値に
 戻った。外液にカルシウムが存在しない状態でPAF刺激すると,[Ca2+]iは15秒以内に
 100nMの上昇が見られたが,直ちに刺激前値に戻った。このカルシウムは細胞内貯蔵部位に由
 来すると考えられる。一方,過酸化水素の遊離はPAF刺激から5分まで直線的に上昇し,PAF
 存在時には遊離は持続し,PAFの除去により速やかに低下した。外液にカルシウムを含まない
 条件下では,刺激しても過酸化水素の遊離は見られなかった。以上から,過酸化水素の遊離には
 細胞外からのカルシウムの流入が必須であることが明らかとなった。
 一方,ラット好塩基球性白血病細胞の場合も,同様の知見が得られた。即ち,非刺激時には本
 細胞の[Ca2+]iは60nMであり,抗原で刺激すると直ちに上昇を始め,3分後に400nMに達
 した。ヒスタミン遊離は[Ca2+]iの上昇に少し遅れて起こった。細胞外液にカルシウムが存在
 しない条件では,抗原刺激による[Ca2+]iの上昇は100nMにとどまり,この時はヒスタミン
 遊離は見られなかった。外液にカルシウムを添加すると,[Ca2+]iは急激に上昇し,ヒスタミ
 ン遊離も起こった。
 以上,佐々木雅幸君の研究は,2っの培養細胞を用いて,それぞれの細胞刺激から[Ca2↑]i
 の変化と生理活性物質の遊離を同時に測定し,刺激一応答連関の研究に新しい局面を開いたもの
 で,学位論文に値すると判断する。
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